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　Abstract :Ａ simple colorimetric method, baｓｅｄon the release of azure dye from the
insoluble azure dye derivative of model substrate, have been adopted for detecting 泌μ£し
potential of microbial hydrolysis. The method requires relatively less working time｡
　We investigated the method in detail for determining in situ activities of microbial
proteolysis, amylolysis, and cellulolysis, and made ａ few technical improvements on the
method to be suit to field surveys in coastal seawaters.
　海洋に供給ざれる有機物のなかで，懸濁態のものの占める比重は大きい。それらは｡起源の面で
は主として動植物プランクトンに由来しており，化学組成の面からみれば主として蛋白質，澱粉，
セルロース，及びキチンから構成されている。7)･
　このような懸濁態有機物のかなりの部分が，微生物の加水分解作用によって溶存態有機物に変え
られたのち，微生物体内に取り込まれ酸化されている。つまり海洋では懸濁態有機物の加水分解反
応が，溶存態有機物の生物酸化の速度を大きく支配している。
　著者らは先に，沿岸海域から単離した相当数の従属栄養細菌菌株について，粗酵素レベルで蛋白
質と脂肪の分解能を測定し，得られた知見が懸濁態有機物の伍si£ａの加水分解活性について，・
貴重な示唆を与え得ることを示した。6)
・しかしながら細かくみれば，海域に或る特定の有機物が導入されれば，当然それを利用し得るよ
うな一群の微生物が局所的に増加する可能性が大きい。この意味では, in situでgrowing cell
レベルでの追究を行えば，更に信頼性の高い知見が得られるものと期待される。
　そこで，操作の単純さと再現性の高さなどを考慮して, hide poｗder(皮粉)，澱粉，及びをルロー
スを，微生物に無害な4)ａＺＵｒｅ'色素で標識したものをモデル基質として用い，現場の蛋白質，澱
粉，及びセルロース分解能を測定する方法を取り上げることとした。
　同様な発想に基づく測定は，既に一部の研究者3-5)によって実施されているので，これらの既
報の研究を発展させ，このような有機物の加水分解活性の測定が，ルーチンに応用できるようにと
検討と改良を加えたので，その結果を報告する。
　　　　　　　　　　　　　　　　　材　料　と　方　法
モデル基質
市販のhide powder azure (Sigma), starch azure(Sigma),及びcellulose azure (Sigma)
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を用いた。但し, hide powder azure とcellulose azure製品中に含まれている粗い粒子は，乳鉢中
で粉砕したのち使用した。
　アッセイバッグ
　特に断らない限り,‘平均の網目の大きさが20μのプランクトンネット用の布地の小片(1.5
×３ｃｍ）を,2枚重ねて，その間にモデル基質をはさみ，その４辺をヒートシーラーで完全に溶封し
て作製した。
　加水分解活性の測定
　特に断らない限り，バッグ入りのモデル基質20 mg をethylene oxide ガスで滅菌したのち。
浦の内湾口（高知県）の表層水中に浸潰し分解を行わせた。一定期間後にバッグごと取り上げ，未
分解のモデル基質を集めて定量し，この値と初期添加量より分解量を求めた。
　なお，対照としてバッグ入りの滅菌モデル基質を滅菌海水中に浸潰し，非生物的な溶出量を求め，
これで分解量の補正を行った。
　モデル基質の定量
　hide powder azureは少量の蒸溜水に懸濁し，トルオールの小滴と結晶trypsin (Sigma) 1 mg
を加え，30ﾌﾞＣで２時間激しく振扱してazure色素を完全に肩離させ，これを595 nm で比色
しその量を求めた。
　starch azure　は85％Ｈ３Ｐ０４中に完全に溶解し，25 °Ｃで１時開静置したのち水を加
えて稀釈し, azure色素を完全に遊離させ，これを595 nm で比色しその量を求めた。
　cellulose azure は76％H2S04中に完全に溶解し，25 °CIで41時開静置したのち，蒸
溜水で稀釈してazure色素を完全に遊離させ，これを595 nm で比色してその量を求めた。
　なお必要に応じて，上述の比色操作の前にグラスファイバーろ紙(Whatman, GF/C)による
ろ過操作を追加した。
　細菌の計数
　好気性全従属栄養細菌数は，ＺＯＢＥＬＬの2216E培地のペプトンと酵母エキス濃度のみを％
に減じた組成の培地を用いて，常法に従って求めた。なお，蛋白分解活性陽性菌と澱粉分解活性陽
性菌の判定は，上述の培地に１％カゼイン（蛋白分解活性菌）又は0.2％可溶性澱粉（澱
粉分解活性菌）を加えた培地を用いて，これも常法に従って行った。
　セルロース分解菌数は，Ｋ八DOTAの培地2）を用いて５本法によってＭＰＮ方式で求めた。
結 果
　蛋白分解活性
　バッグに封入するhide powder azure量を, 10, 20, 40,及び80 mg の４段階にわたって変
えて，分解の進行に及ぼす基質封入量の影響を調べた。結果はFig. 1に示した通りで，封入量
が10～80 mg の範囲内で｡は，その量の多少にかかわりなく１日以内に90 %以上の分解が完了
した。
　次にバッグ用布地の網目の大きさを5, 10,及び20 z4 の３段階にわたって変え，網目の大き
さが分解の進行に及ぼす影響を調べた。結果はFig. 2に示した通りで，10 p-　と20μの網目
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Fig. 1 Effect of varying amounts of hide powder azure on its decomposition.
　　Symbols:△，80 mg/bag; ●，40 mg/bag; ０，20 mg/bag; ▲，10 mg/bag.
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Fig. 2　Effectof mesh size of assay bag on the decomposition of hide powder
　　azure.　Symbols:０，20μ；▲，10μ;●，5μ.
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Fig. 3 Changes of bacterial count and the amount of hide powder azure in the
　assay bags immersed in the sea. Symbols:O, aerobic heterotrophic bacteria;
　「I, proteolytic count/total count.　　　　　　　　｀:'
Table 1. Reproducibility of paralelled decomposition assays of hide
　　　　　　　powder azure　　　　　　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Decomposed substrate (mg/bag).
Run 1
Run ２
Run ３
Run ４
Run ５
Mean
Coefficient
of variation
Aug. 6
-
　18.2
　17.6
　17.3
　17.0
　18.0
　17.6
0.028
Aug. ９
　18.8
　19.0
　18.6
‘18.7
　18.8
　18.8
0.008
Aug. 12
19.5
19.8
19.8
19.8
19.8
19.7
0.007
Note： The assay was started on Aug. ５
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Fig. 4 Changes of bacterial count and the amount of hide powder azure in the
　　　assaybags immersed in the sea.　Symbols:O, aerobic heterotrophic bacteria;
　，｢I, proteo!ytic count/total count.
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の場合にはいずれも分解は速やかに進行し殆んど有意な開きは認められなかったが，５μの網目
の場合には分解はかなり顕著に抑制された。
　次いで，基質を封入し海水中に浸潰したバッグ中の基質上に集積される細菌数の変動を調査した。
このうち，７月に行った調査の結果は･Fig. 3に示した通りで，好気性の全従属栄養細菌は浸潰
開始後３日間で107 cfu/bag に急増し，蛋白分解陽性の菌株比率も浸潰開始初期に増大した。
11月に行った同種の実験の結果はFig. 4に示した通りで，この場合にも７月の調査とほぼ同様
な傾向が認められた。
　５ヶのバッグを並行して同一水層に浸漬して，この測定法の再現性を調査した結果はTable
l　に示した通りで，得られた分解量のちらばりはかなり小さく，標準偏差を代数平均で除して算
出した変化係数も小さく，浸漬期間の増大に伴って10-3のオーダーに収斂した。
　澱粉分解活性
　バッグに封入する基質であるstarch azure Sを, 10, 20, 40,及び80 mg にわたって変えて，
その加水分解がどのような影響を受けるかを調べた。結果はFig. 5に示した通りで，封入量を
増加させても分解速度は必ずしも比例して大きくはならなかった。
　バッグ用の布地の網目の大きさを5, 10,及び20μの３段階にわたって変化させ，これが加
水分解速度に及ぼす影響を調べた結果はFig. 6に示した通りで，この場合にも10 z4　と20 p-
のバッグ内での分解はほぼ同程度に速やかに進行したが，５μのバッグ内での分解はかなり遅れ
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Fig. 5　Effect of varying amounts of starch azure on its decomposition.
　　Symbols:△，80 mg/bag; ●，40 mg/bag; ０，20 mg/bag; ▲，10
　　mg／ｂａｇ･
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Fig. 6　Effect of mesh size of assay bag on the decomposition of starch azure.
　　　Symbols:０，20μ;▲，10μ；●，5μ.
る傾向が認められた。
　次に，基質を封入したバッグを海水に浸清した場合の，基質上に集積される細菌の消長を調べた。
そのうち７～８月に行った調査の結果をFig. 7に，11～!2月に行った調査の結果をFig. 8
に示した。これらの結果から，この場合にも浸潰開始後数日間で10:6～107 cfu/bag の細菌が基質
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Fig. 7　Changes of bacterial count and the amount of starch azure in the assay
　　　bags immersed in the sea. SymbolsこO, heterotrophic bacteriaト｢‾TTII，
　　　amylolytic coant/total coant.
Table 2. Reproducibility of paralelled ･decomposition assays of starch azure
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Run １
Run ２
Run ３
Run ４
Run ５
Mean
Coefficient
of variation
Aug. ８
2.0
0.7
1.0
0.4
1.1
1.0
0.579
Decomposed substrate(mg/bag)
　　　Aug. 14　　　　Aug. 19
??????????????????????????????????????????｛???
Note The assay was started on Aug. ５．
?????????????）?????
Aug. ２４
14.0
13.3
13.6
12.4
12.7
13.2
0.049
19 265　　　　　　12
AUG
Fig. 9　Effect of varying amounts of cellulose azure on its decomposition.
　　Symbols:△，80 mg／ｂａｇ,；●，40mg/bag; ０，20 mg/bag; ▲，10 mg/
　　bag.　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11
SEP
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Fig. 8　Changes of bacterialcount and the amount of starch azure in the assay
　　bags immersed in theｓｅａこ　Symbols:O,heterotrophic bacteria;「ZZI,
　　amylolytic count/total count.
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Fig. 10　Effect of mesh size of assay bag on the decomposition of cellulose
　　azure.　Symbols:０，20μ:▲，10μ；●，5μ.
?＝???????????????????
?
?????????????????????????????
５
０
???????????????????
???????????????????
4
JULY
4
JULY
10
10
16 22 28
28
Fig. 11　Changes of the count of cellulolytic bacteria and the amount of eel-
　　lulose azure in the assay bags immersed in the seawater.
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Fig. 12　Changes of the count of cellulolytic bacteria and the amount of eel-
　　　　　　luloseazure in the assay bags immersed in the seawater.
上に集積され，そのうちのかなりの部分が澱粉分解能を有していることが判った。また，基質上に
集積される細菌はかなり短期間で遷移することもこれらの結果から伺えた。
　次いで，同一水層に並行して５ヶの基質入りバッグを浸潰して，バッグ内での基質分解の再現
性を調査した。結果はTable 2 に示した通りで，浸徊開始初期に分解量のばらつきがやや大で
あったが，変化係数は全調査期間を通じて0.5～0.05程度の値となり，まずますの再現性が得
られた。
　セルロース分解活性
　バッグ内への基質の封入量を10, 20, 40,及び80 mg と４段階にわたって変え，封入量の違い
によって分解の進行がどのような影響を受けるかを調べか結果はFig. 9 に示した通りで，封入
量の増大に伴って分解速度もかなり顕著に大きくなった。
　バッグ用の布地の網目の大きさを, 5 , 10,及び20 li.　と３段階にわたうて変えて，その大き
さが分解の進行に及ぼす影響を検討した結果はFig. 10に示した通りで，この場合にも10μ
と20μのバッグ内での分解の進行は殆んど有意な差は認められなかったが，５μのバッグ内
での分解はかなり抑制された。
　バッグ入りの基質を海水中に浸潰し，分解の進行に伴って基質上に集積されるセルロース分解醒
がどのように消長するかを調べた。そのうち，７月に行った調査の結果はFig. 11に，11月から
12月にかけて行った調査の結果はFig. 12にそれぞれ示した。これらの調査の結果から，バッグ内
の基質上にはかなり顕著にセルロース分解細菌の集積が起ることが判った。
　並行して同一水層中に浸潰した５ヶのバッグ内の分解の進行を追跡し，どの程度の再現性が認め
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Table 3. Reproducibility of paralelled decomposition assays of cellulose
　　　　　　azure　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　゛
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Run ｌ
Run ２
Run ３
Run ４
Run ５
Mean
Coefficient of
variation
Aug. 12
6.8
7.8
8.9
6.3
7.5
7.5
0.134
Decomposed substrate (mg/bag)
Aug. 19
11.4
12.4
10.9
14.9
14.9
12.9
0.】48
Note： The assay was started on Aug. ５．
Aug. 26
18.0
15.2
15.7
16.8
17.8
16.7
0.074
Sep. ２
18.8
18.9
18.8
18.0
16.9
18.3
0.047
られるかを調査した結果はTable 3 に示した通りで，対応する分解量間のばらつきは比較的小
さく，その変化係数は時間の経過に伴って･10‾2のオーダーに収斂した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　,考　　　　　察
　高分子化合物をazure色素で標識し，これを水中に浸漬して’現場″の加水分解活性を推定す
る試みはLittleらｏにより提案された。彼等はMiracloth (Chicopee Mills Inc.
Milltown, NJ)でhide powder azure と直径1.5 cmのガラス球１ケを一緒につつみ，布と
ガラス球の間の空間にhide powder azure が薄く広がるように布の端を固縛してバッグを作り，
これを水中に沈め分解の進行を追跡した。
　このような方法はhide powder azure のように分解が速やかに進行する基質に対しては有効で
あるが，難分解性の基質の場合に･は浸漬か長期間にわたるため，バッグに付着生物が増殖し目詰り
を起し，バッグ内の環境が浸漬した水層のそれを必ずしも忠実に反映できなぐな･る恐れが強い。
　この研究では，２枚のプランクトンネットの小片をヒートシーラーで溶着･し，水の通過の容易な
ごく薄い内部空間を有するバッグを使用するよう改φだ。
　このようなバッグ内では, hide powder azure とcellulose azure の両基質はかなり均一に分散
したが, starch azure のみはバッグの下方に集中する傾向が強く現れた。このため，基質のバッグ
内への封入量を増やした場合には，前二者の分解速度は比較的顕著に増大したが(Figs. 1 & 9),
後者のそれは僅かであった(Fig. 5)。このことからstarch azur!ｅとか，これに似た細かい粉末
状の基質を大量に封入する場合には，使用するバッグの形状と大きさに充分な考慮を払うことが必
要なことが分かった。
　なお，ここで用いたモデル基質は，断るまでもなくいずれも水に不溶であるため，基質の封入量
を増減させても単位封入量当りの加水分解量としては，大きな開きを生じない筈である。しかし実
際問題としてはこのように単純に割りきれない面もあり，バッグ当り10～20 mg と既報3-5）の
値に較べて幾分低く抑えたほうが無難と考えられる。
　バッグ用の布地の網目の大きさは，３種の基質とも10μでも20μでも分解速度に有意な
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差は認められなかった。しかし５μでは分解の抑制が起った(Figs. 2, 6, & 10)。この傾向
は網目の大きさだけの影響なのか，或はたまたまここで用いた５μの布地がかなり厚手のもので
あったため，その影響によるのかは明らかでないが，いずれにしてもバッグの網目を通して微生物
とその代謝活動に関係した物質が自由に出入できることが，現場の活性を忠実に反映させるために
必要なことは明らかとなった。従って，バッグはその目詰りを避けるためにも，基質が漏れない限
り大きな網目のものを使用するように心掛けるべきであろう。
　アッセイバッグに封入したモデル基質の海洋環境下における加水分解反応は，一般にSigmoid
curveに近い経過を辿って進行した。
　この理由としては, (1)モデル基質上に集積される細菌が，ほぼＳ字状曲線を辿って消長する，(2)
モデル基質の粒度に開きがあり，そのうちの小型粒子は速やかに分解されるが，大型の粒子の分解
は遅れる, (3)モデル基質がnativeなものであるため，その生化学的性状に開きがあり，分解され
易い分画とそうでない分画が混在している，などの可能性が挙げられる。このため活性の表示法と
しては，或る期間内の基質分解量で表現する方法,3)基質の半減期‰o　で表現する方法,4)な
どが用いられているが，いずれでも大差のない傾向が得られる。
　モデル基質上に集積される好気性の従属栄養細菌の計数値はぐ季節による極端な開きは認められ
なかった(Figs. 3, 4, 7, 8, 11, & 12)。このことはそれぞれの時期にその水温に適応した
activeな細菌相が形成されるためと解される。ただ, hide powder azure と starch azure　より
の単離菌の中には，かなりの比率でそれぞれ蛋白と澱粉の分解能を持たない菌株も見出されたが
(Figs. 3, 4, 7, & 8),恐らくこれらの菌群も加水分解産物の消費という形で，分解能を持つ菌
群とほぼ同程度に強く加水分解に関与しているものと考えられる。そこで，活性の最も強い蛋白分解
活性について, Buchananの式1)に従って，単位従属栄養細菌当りのみかけの分解活性を試算
してみると，このような海域における無機化の活性とほぼ見合う値が得られた。更に，いずれの基質を
用いた加水分解活性調査でもまずまずの再現性が得られており(Tables l，2, & 3),ここで採用した
手順に従って現場の加水分解活性を推定することがほぼ妥当なことが，これらの面からも証明された。
　最後にここで取り上げた手法の特徴について述べておく。
　先ずその長所としては，以下の点が挙げられる。
　(1)モデル基質を細かい穴のあいたバッグに封入し現場の水中に垂下するため，当然細菌とか力
　　｀ビなどの微細な生物は，このバッグの孔隙を通して自由に出入可能であるが，更に大型の生物'
　　の浸入は不可能である。従ってモデル基質は，いわゆる大型捕食者よりは隔絶された状況にあ
　　り，微生物の分解活性のみを正確に反映することができる。
　(2)現場に直接浸潤して反応を行わせるため，得られた値について水温，水質，更には微生物相
　　などの環境因子についての補正の必要が全くない。
　(3)測定操作そのものは単純で，測定に伴う個人差の入る余地がない。
　(4)放射性同位元素で標識した基質のような使用上の制約がない。
　他方，短所としては以下の点が挙げられる。
　(1)モデル基質の性状は必ずしも海水中のnativeな基質と同一ではない。
　(2)浸潤したバッグを一定期間毎に数回にわたって回収することが必要である。
　以上のような長所，短所はあるものの，数の少ない現場活性測定法であるため，今後この方法に
　よる広汎な資料の集積が望まれる。
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